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摘要:【目的】盐胁迫是影响植物生长的重要因素，肌醇半乳糖苷合成酶（GOLS）在植物响应非生物胁迫的过程中有着重要

作用。本研究通过探究紫花苜蓿 GOLS 基因在盐胁迫响应过程中的作用，旨在为揭示紫花苜蓿的耐盐分子调控机制奠定

理论基础，为紫花苜蓿的抗逆分子设计育种提供宝贵的基因资源。【方法】克隆紫花苜蓿 MsGOLS2基因，利用生物信息

学软件分析其基因序列和蛋白结构，构建进化树，并进行亚细胞定位。利用荧光定量 PCR探究 MsGOLS2在紫花苜蓿不

同器官中以及盐胁迫下的表达特异性。将紫花苜蓿 MsGOLS2基因在拟南芥中异源表达，并进行盐胁迫处理，从表型、生

理和分子水平上分析过表达 MsGOLS2对拟南芥耐盐性的影响。【结果】（1）MsGOLS2编码区序列全长 987 bp，编码

328个氨基酸；MsGOLS2为亲水性膜内蛋白，与蒺藜苜蓿和大豆的 GOLS2的亲缘关系较近。（2）亚细胞定位结果显示

MsGOLS2在细胞质和细胞核中均有表达。（3）MsGOLS2的表达量在紫花苜蓿根中最高，并且在盐胁迫下表达量显著升

高。（4）过表达 MsGOLS2拟南芥植株的主根长度显著高于野生型植株；盐胁迫后，过表达 MsGOLS2拟南芥中丙二醛含

量低于野生型，脯氨酸含量、过氧化物酶和超氧化物歧化酶活性高于野生型，抗氧化酶相关基因的表达水平变化与酶活

性的变化趋势一致。【结论】紫花苜蓿 MsGOLS2能够响应盐胁迫，提高植物的耐盐性。本研究不仅为解析紫花苜蓿

MsGOLS2的基因功能提供了重要依据，并为紫花苜蓿耐盐种质资源的筛选培育、创新改良提供了关键的候选基因资源。
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Abstract: [Objective]  Salt  stress  is  an  important  factor  affecting  plant  growth,  and  galactinol  synthase
(GOLS)  plays  an  important  role  in  plant  response  to  abiotic  stress.  This  study  explored  the  role  of GOLS
gene in salt stress response process of alfalfa, aiming to lay a theoretical foundation for revealing molecular
regulatory mechanism of salt tolerance in alfalfa and provide valuable genetic resources for stress-resistant
molecular  design  breeding  of  alfalfa.  [Method]  Alfalfa MsGOLS2  gene  was  cloned,  gene  sequence  and
protein  structure  were  analyzed  by  bioinformatics  software,  an  evolutionary  tree  was  constructed,  and
subcellular localization was conducted. The expression specificity of MsGOLS2 in different organs of alfalfa
under  salt  stress  was  analyzed  by  fluorescence  quantitative  real-time  PCR.  The MsGOLS2  gene  of  alfalfa
was  heterogeneously  expressed  in  arabidopsis  and  subjected  to  salt  stress  treatment,  the  effects  of
overexpression of MsGOLS2 on salt tolerance of arabidopsis were analyzed at phenotypic, physiological and
molecular levels. [Result] (1) The total length of MsGOLS2 coding region sequence was 987 bp, encoding
328  amino  acids.  MsGOLS2  was  a  hydrophilic  intracellular  protein  and  closely  related  to  GOLS2  in
Medicago  truncatula  and  soybean.  (2)  The  subcellular  localization  results  showed  that  MsGOLS2  was
expressed in both cytoplasm and nucleus. (3) The expression level of MsGOLS2 was the highest in roots of
alfalfa  and  significantly  increased  under  salt  stress.  (4)  The  main  root  length  of  arabidopsis  plants
overexpressing  MsGOLS2  was  significantly  higher  than  wild-type  plants.  After  salt  stress,  the
malondialdehyde  content  in  arabidopsis  overexpressing  MsGOLS2  was  lower  than  wild  type,  while  the
proline content, peroxidase and superoxide dismutase activities were higher than wild type. The changes in
expression  levels  of  antioxidant  oxidase-related  genes  were  consistent  with  changing  trend  of  enzyme
activities. [Conclusion] Alfalfa MsGOLS2 can respond to salt stress and enhance the plant’s salt tolerance.
This study can not only provide an important basis for analysis of gene function of MsGOLS2 in alfalfa, but
also offer key candidate gene resources for screening, breeding, innovation and improvement of salt-tolerant
germplasm resources in alfalfa.
Key words: Medicago sativa; MsGOLS2 gene; gene clone; gene expression; salt tolerance; transgenosis

紫花苜蓿（Medicago sativa）是一种豆科（Fabaceae）
多年生牧草，以其高产量、优良口感和丰富的营养价

值著称，被广泛种植于世界各地，具有极高的经济价

值[1−2]。作为重要的牧草资源，苜蓿在我国西北、华

北及东北地区种植面积广泛[3]。然而，随着土地盐碱

化程度的加剧，紫花苜蓿的生产力和生长持久性受

到严重影响，其经济效益也随之降低。因此，以基因

组学为基础[4]，深入探究紫花苜蓿响应盐胁迫的分子

调控机制，并挖掘关键耐盐基因，对于培育紫花苜蓿

抗逆新品种，提高盐渍化土地利用率具有极其重要

的意义。

棉子糖系列寡糖（raffinose family oligosaccharides，
RFOs）是存在于高等植物体内的一种可溶性糖类，

广泛参与植物的糖分的储存和运输、信号转导、抗氧

化以及逆境胁迫响应等多个生理过程，并发挥关键

作用 [5]。肌醇半乳糖苷合成酶（galactinol  synthase，
GOLS）是棉子糖系列寡糖合成途径第一步的重要催

化酶，也是该途径的限速酶，在植物抵御逆境胁迫

过程中扮演着不可或缺的角色 [6]。多项研究表明，

GOLS 的表达能够显著增强植物的逆境抵抗力。例

如，黄瓜（Cucumis sativus）的 CsGOLS4能够显著响

应干旱和寒冷胁迫，过表达 CsGOLS4可以增加棉子

糖含量，减少干旱和低温胁迫下活性氧的损害，从而

增强植株对干旱和寒冷胁迫的耐受性 [7]。在芝麻

（Sesamum indicum）中鉴定出 7个 GOLS 基因，其中

SiGOLS2、SiGOLS7与拟南芥 AtGOLS2亲缘关系更

近，并且在干旱和盐胁迫条件下表达量升高，暗示其

可能参与了相关胁迫的响应过程 [8]。甜橙（Citrus
sinensis）的 CsGOLS6通过提升抗氧化代谢产物的水

平，来增强植株对干旱和盐胁迫的抵抗力[9]。在玉米

（Zea mays）中，2个 ZmGOLS 基因协同调控肌醇半

乳糖苷的合成，超表达 ZmGOLS2可显著提高拟南

芥（Arabidopsis thaliana）的逆境适应能力，且证实该

基因通过 ABA信号途径增强了植物的抗逆性 [10]。

此外，在旋蒴苣苔（Boea hygrometrica）中，BhGOLS
通过参与 ABA途径来响应干旱胁迫[11]；与 BhGOLS
高度同源的刺齿报春苣苔（Primulina spinulosa）的
PsGOLS 在抵抗干旱胁迫过程中也起着重要作用[12]。

作为紫花苜蓿的亚种，黄花苜蓿（Medicago falcata）
中的 MfGOLS1能够显著提高转基因烟草（Nicotiana
tabacum）的耐寒性，同时也增强了其耐旱性和耐

盐性，这充分体现了 GOLS 基因在抵抗非生物胁
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迫中的重要作用 [13]。尽管目前对拟南芥 [14]、茶树

（Camellia sinensis）[15]、鹰嘴豆（Cicer arietinum）[16]等
多种植物的 GOLS 基因已有较多研究，但对于紫花

苜蓿中的 MsGOLS 基因的研究仍相对较少。因此，

深入探究紫花苜蓿 MsGOLS 的功能具有重要的科学

意义。

本研究拟选用紫花苜蓿“中苜 1号”（Medicago
sativa ‘Zhongmu No.1’）作为试验材料，对前期转录

组数据中筛选出的显著响应盐胁迫的 MsGOLS2进
行克隆，并对其进行生物信息学分析、亚细胞定位和

表达模式研究，进一步通过在拟南芥中异源表达

MsGOLS2，从表型、生理和分子水平上系统地解析

紫花苜蓿 MsGOLS2在干旱响应过程中的功能。研

究结果将为揭示紫花苜蓿的耐盐调控机制提供理论

依据，并为紫花苜蓿的抗逆分子设计育种提供重要

的基因资源。 

1   材料与方法
 

1.1    实验材料

实验材料包括紫花苜蓿和拟南芥野生型（Col-0），

均保存于本实验室。所有植物均在人工智能气候生

长室内进行培育，培养温度为 20 ℃，相对湿度为

50% ~ 60%，光照周期交替为 16 h光/8 h暗，光照强

度为 160 μmol/（m2·s）。
RNA提取试剂盒、质粒小提试剂盒、pTOPO

vector等购自艾德莱生物公司，反转录试剂盒、高保

真酶、胶回收试剂盒、同源重组试剂盒、荧光定量

试剂盒等采购于南京诺唯赞生物公司，大肠杆菌

DH5α感受态细胞、农杆菌 GV3101感受态细胞采购

于唯地生物公司。丙二醛、脯氨酸含量和过氧化物

酶、超氧化物歧化酶活性等生理指标测定试剂盒购

自 Solarbio生物公司。 

1.2    研究方法 

1.2.1    MsGOLS2 基因克隆和生物信息学分析

从 NCBI基因组数据库中获取紫花苜蓿“中苜

1号”全基因组数据，并从中搜索 GOLS2序列，利

用 SnapGene 6.0.2软件设计 GOLS2 CDS序列扩增

引物 GOLS2-F/R（表 1）。利用 RNA提取试剂盒提

取紫花苜蓿总 RNA，并反转录成 cDNA。以 cDNA
为模板进行紫花苜蓿 GOLS2的 CDS序列克隆，

 

表 1    本实验所用引物序列

Tab. 1    Primer sequences used in this experiment

引物名称 引物序列（5′—3′） 用途

GOLS2-F ATGGCACCTGCAATCACCACTGC 基因克隆

GOLS2-R TTAAGCAGCATTTGATGCAGGC 基因克隆

UBQ10-GOLS2-HR-F ATCTGAGTTTTTCTGATTAACAGCCATGGCACCTGCAATCACCACTGC 载体构建

UBQ10-GOLS2-HR-R TTCGAGCTCTATCGATCAATCAACTAGTTTAAGCAGCATTTGATGCAGGC 载体构建

pCF203-GOLS2-HR-F1 GAGAACACGGGGGACGAGCTCATGGCACCTGCAATCACCA 载体构建

pCF203-GOLS2-HR-R1 CATGATTATATCTCCTTGGATCCGAGCAGCATTTGATGCAGGCA 载体构建

GOLS2-qPCR-F TCCTTGCTGGAAACGCTGAT 荧光定量PCR

GOLS2-qPCR-R AGGAGGCTTGGGACCAAAATTA 荧光定量 PCR

MsRer1-F CCTTTGGTGATCCTGAGCTGG 内参基因

MsRer1-R AAAGCTTTAGTCGGCACGAGAG 内参基因

MsGOLS2-SQ-F AGTACAGCAAGATGATCTACTTAGA 半定量PCR

MsGOLS2-SQ-R CTCGTCTTCATATATATCTTTCCAT 半定量PCR

At18S-F ATGGCCGATGGTGAGGACATTC 内参基因

At18S-R GGTGCGACCACCTTGATCTTC 内参基因

AtPOD-F1 ATGATATCGGAGCAAGAGACTGT 荧光定量PCR

AtPOD-R1 CTACTCCAAATCATGCCCTAAATTCC 荧光定量 PCR

AtSOD-F1 ATCACAGAGCTTACGTGGACAAC 荧光定量 PCR

AtSOD-R1 GTTCTGGAAGTCAAGGTAGTAAGCA 荧光定量 PCR
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PCR扩增反应体系为 cDNA模板 2 μL，正、反向引

物各 1  μL，高保真酶 2  ×  Phanta  Flash  Master  Mix
（Dye Plus）25 μL，ddH2O 21 μL，总体积 50 μL。将回

收后纯化的 PCR产物连接到 pTOPO载体上，并转

化至 DH5α大肠杆菌感受态细胞中，在含有氨苄青

霉素的 LB固体培养基上筛选阳性克隆，进行菌落

PCR和测序鉴定。

利用 SnapGene 6.0.2软件对测序得到的序列进

行拼接，获得了紫花苜蓿 GOLS2的基因序列，将其

命名为 MsGOLS2。将 MsGOLS2基因序列翻译为对

应的蛋白序列，利用 ExPASy平台（http://www.expasy.
org）上的 ProtParam和 ProScale工具预测MsGOLS2
蛋白的理化性质，通过 TMHMM Server 2.0在线工

具 （http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM）预测分

析 MsGOLS2蛋白的跨膜结构特征，利用在线软件

SOPMA（https://npsa.lyon.inserm.fr/cgi-bin/npsa_automat.
pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html）预测 MsGOLS2蛋
白的二级结构[17]。此外，利用 DNAMAN软件对紫

花苜蓿 MsGOLS2蛋白序列和大豆（Glycine max）、
蒺藜苜蓿（Medicago  truncatula）、拟南芥、玉米的

GOLS蛋白序列进行比对分析，并利用 MEGA软件

构建进化树。 

1.2.2    pCF203-GOLS2-GFP 载体构建与亚细胞定位

以含有 MsGOLS2序列的质粒为模板，用包含

pCF203载体双酶切位点同源臂的 pCF203-GOLS2-
HR-F/R（表 1）作为引物，利用高保真 DNA聚合酶克

隆出 MsGOLS2的完整序列。通过限制性内切酶 SacI
和 BamHI对含有 GFP 基因的 pCF203质粒进行双

酶切，将含有同源臂的 MsGOLS2片段和双酶切处理

后的 pCF203载体进行同源重组连接，然后将重组产

物转化至大肠杆菌 DH5α感受态细胞中，提取重组

质粒 pCF203-GOLS2-GFP。将重组质粒瞬时转化至

拟南芥原生质体中，进行亚细胞定位。 

1.2.3    MsGOLS2 表达模式分析

参考张锦锦[18]的处理方法，选取 100、150、200
mmol/L NaCl 3种浓度进行预实验，发现 200 mmol/L
NaCl处理下的紫花苜蓿生长表型差异最为显著，因

而选取 200 mmol/L作为分析紫花苜蓿中 MsGOLS2
表达模式的 NaCl浓度。将紫花苜蓿“中苜 1号”种
子在土壤中播种 10 d后，转移至含有霍格兰营养液

的水培盒中继续培养 12 d。选取生长状况良好、生

长状态一致的植株，用 200 mmol/L NaCl溶液胁迫

处理，采用荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测 0、2、4、8 h
时紫花苜蓿不同器官 MsGOLS2表达量。采集处理

过的紫花苜蓿根、茎、叶样品，经液氮快速冷冻后，

保存于−80 ℃ 冰箱中，后提取紫花苜蓿不同器官总

RNA，并反转录成 cDNA。利用 SnapGene  6.0.2软
件 ，设计用于 MsGOLS2荧光定量 PCR的引物

GOLS2-qPCR-F1/R1（表 1），以 cDNA为模版，以紫

花苜蓿 MsRer1（GenBank：JZ818481）为内参基因，进

行荧光定量 PCR（RT-qPCR）。RT-qPCR反应体系

为 cDNA模板 2  μL， 2  ×  ChamQ  Universal  SYBR
PCR  Master  Mix  10  μL，正、反向引物各 0.4  μL，
ddH2O 7.2 μL，总体积 20 μL，反应程序为变性、退

火、延伸 3步法。采用 2−ΔΔCT 方法计算 MsGOLS2的
表达量。以上述方法测定正常条件下 MsGOLS2在
根、茎、叶不同器官中的表达量。为确保结果的准确

性，实验进行 3次技术重复，每次技术重复包含 4个
样品重复。 

1.2.4    转基因拟南芥的获得

以含有 MsGOLS2序列的质粒为模板，用包含

pCAMBIA1300载体双酶切位点同源臂的 UBQ10-
GOLS2-HR-F/R（表 1）作为引物，利用高保真 DNA
聚合酶克隆出 MsGOLS2的完整序列。通过限制性

内切酶 NcoI和 SpeI对 pCAMBIA1300质粒进行双

酶切，将含有同源臂的 MsGOLS2片段和双酶切处理

后的 pCAMBIA1300载体进行同源重组连接，然后

将重组产物转化至大肠杆菌 DH5α感受态细胞中，

提取测序验证后的重组质粒 pCAMBIA1300-GOLS2。
分别将空载体和重组质粒转化到农杆菌 GV3101
中，通过沾花法侵染拟南芥，待其成熟后收获 T0 代
转空载体和 MsGOLS2转基因拟南芥种子。 

1.2.5    转基因拟南芥的筛选和鉴定

将收取的 T0 代种子点播在含有 40 mg/L潮霉

素的 1/2 MS固体培养基上，筛选阳性植株并将其转

移至营养土中继续生长，成熟后收取 T1 代种子。在

抗性培养基上继续筛选 T1 代种子中的阳性植株，直

至获得能够稳定表达目标基因的 T2 代转基因纯合

拟南芥种子和 T2 代转空载体拟南芥种子。

在 1/2 MS固体培养基上点播 T2 代转基因拟

南芥种子，竖直培养 7 d后，收取样品。一部分样品

提取 RNA并反转录 cDNA，以 cDNA为模板，以

MsGOLS2-SQ-F/R（表 1）为特异性引物，以拟南芥

18S核糖体 RNA（Gene  ID：3769408）为内参基因，

通过半定量 PCR技术检测分析转基因拟南芥中

MsGOLS2的表达情况。另一部分样品提取基因组

DNA，以基因组 DNA为模板，以 UBQ10-GOLS2-
HR-F（表 1）为特异性引物，进行转基因 PCR分子

鉴定。 

1.2.6    盐胁迫下拟南芥的表型和根长分析

参照王园等 [19]的处理方法，进行 75、100、150
mmol/L 3种NaCl浓度梯度的预实验，发现 75 mmol/L
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NaCl处理下拟南芥表型差异显著 ，因而选取

75 mmol/L作为表型耐盐性分析的 NaCl处理浓度。

将野生型（WT）拟南芥种子、转空载体（MOCK）和获

得的 T2 代转基因种子在超净工作台中用 75% 的酒

精消毒 20 min，随后用无菌水清洗 5次。将消毒后

的种子均匀点播在 1/2 MS固体培养基上，在 4 ℃ 冰

箱中低温处理 48 h后，转移至正常条件下竖直生长

4 d。选取生长状态相近的幼苗，分别转移到含有

0 mmol/L（正常条件下）和 75 mmol/L NaCl（盐胁迫

条件下）的 1/2 MS固体培养基上，继续竖直生长。

培养 3 ~ 4 d后，拍照记录表型差异。为了量化分析

幼苗的生长情况，使用 ImageJ软件测量拟南芥幼苗

的根长。 

1.2.7    盐胁迫下拟南芥的生理指标和抗氧化酶活性

测定以及抗氧化酶相关基因表达水平的检测

参照王园等[19]的处理方法及表型实验中的预实

验结果，设置了 75和 150 mmol/L 2种 NaCl浓度进

行预实验，发现 150 mmol/L NaCl处理土壤中生长

的拟南芥生理指标差异显著，因而选取 150 mmol/L
作为生理指标和分子响应分析的 NaCl处理浓度。

将在 1/2 MS固体培养基中生长 7 ~ 10 d的各株系拟

南芥移到营养土中，继续培养 14 d后，选取长势一

致且良好的幼苗分别进行正常浇水处理（对照组）和

用 150 mmol/L NaCl溶液处理（实验组），24 h后采

集各处理不同株系拟南芥叶片[16]。利用 Solarbio生
理指标测定试剂盒 （BC0025， BC0295， BC0095，
BC0175）分别测定丙二醛（malondialdehyde，MDA）、
脯氨酸含量（proline，Pro）和过氧化物酶（peroxidase，
POD）、超氧化物歧化酶活性（superoxide dismutase，
SOD）。

将采集的叶片样品液氮速冻，然后研钵冷冻

研磨，提取总 RNA并反转录成 cDNA，以 GOLS2-
qPCR-F1/R1、AtPOD-F1/R1、AtSOD-F1/R1（表 1）为
引物，以拟南芥 At18S 为内参基因，通过 RT-qPCR
检测 AtSOD、AtPOD 基因的表达水平，计算方法和

程序设计同 1.2.3。 

1.3    数据分析

试验数据通过 Excel、GraphPad.Prism.9.5软件

进行处理和统计。通过 IBM SPSS 25进行单因素方

差分析，显著性水平设置为 P < 0.1。 

2   结果与分析
 

2.1    紫花苜蓿 MsGOLS2 的克隆和生物信息学分析

从紫花苜蓿中克隆得到 MsGOLS2完整的编码

区序列，NCBI登录号为 PP782004。该编码区长 987
bp，共编码 328个氨基酸（图 1）。对 MsGOLS2编码的

蛋白质进一步进行生物信息学分析发现：MsGOLS2
蛋白的理论相对分子质量为 37.63 kDa，理论等电点

为 5.93；亲水性预测值为−9.8，为亲水性蛋白质

（图 2A）；属于典型的膜内蛋白（图 2B）。二级结构预

测的结果显示，MsGOLS2蛋白主要由 55.79% 的无

规则卷曲、32.32% 的 α螺旋和 11.89% 的延伸链构

成（图 2C）。
多序列比对发现，MsGOLS2蛋白与其他植物

的 GOLS蛋白展现出了高度的同源性，在功能结构

域上的相似性达到 72.27%，拥有 GOLS蛋白特有的

YFNAGM、FAEQDFLN、YNL等[20]蛋白基序（图 3）。
系统进化树分析结果显示，MsGOLS2与蒺藜苜

蓿 MtGOLS2和大豆 GmGOLS2蛋白亲缘关系较近

（图 4）。基于以上结果，推测 MsGOLS2为紫花苜蓿

中 GOLS2蛋白家族成员。 

2.2    MsGOLS2 亚细胞定位

构建 pCF203-GOLS2-GFP融合表达载体，并将

其转入拟南芥原生质体中表达，分析 MsGOLS2蛋
白在拟南芥原生质体的定位情况。同时，使用 Nucl-
mCherry对细胞核进行染色，并以 GFP空载体作为

对照组。通过共聚焦显微镜进行观察，使用 488 nm
激光激发 GFP，并在 500 ~ 540 nm波段检测其荧光

信号；使用 580 nm激光激发 mCherry，并在 570 ~

 

ATG为起始密码子，*为终止密码子。

图 1    MsGOLS2核苷酸序列及其翻译的氨基酸序列

Fig. 1    MsGOLS2 nucleotide sequence and amino acid sequence
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670 nm波段检测其荧光信号。通过对 GOLS2-GFP
融合蛋白与细胞核 mCherry染色的共定位分析，发

现 MsGOLS2蛋白在拟南芥原生质体的细胞质和细

胞核中均有表达（图 5）。 

2.3    MsGOLS2 在紫花苜蓿中的表达模式分析

在正常条件下，MsGOLS2在根中表达量最高，

且极显著高于茎（图 6A）；在 NaCl处理组中，相较于

处理 0 h，NaCl处理 4和 8 h后的叶和根中 MsGOLS2
的表达量均显著增加（图 6B），其中根中 MsGOLS2
的表达量的增加幅度更大。基于以上结果，推测

MsGOLS2在紫花苜蓿响应盐胁迫的过程中扮演了

重要角色。 

2.4    MsGOLS2 转基因拟南芥阳性苗的筛选和鉴定

随机挑选长势较好的野生型株系和 5个 T2 代
转基因株系进行 RT-PCR（7A）检测和 PCR分子鉴

定（7B），结果显示，5个转基因株系中均有清晰的目

标条带，而野生型拟南芥没有检测到 MsGOLS2的表

达。以上结果表明，MsGOLS2已被成功整合在拟南

芥基因组中并且稳定表达，挑选以上 5个株系中

L4、L6、L7作为后续验证转基因拟南芥耐盐性的植

物材料。 

2.5    MsGOLS2 转基因拟南芥的耐盐性分析 

2.5.1    根长表型分析

在正常培养条件下（0 mmol/L NaCl），野生型

（WT）、转空载株系（MOCK）与转基因型拟南芥株系

（L4、L6、L7）没有明显表型差异（图 8A，8C）；在盐

胁迫条件下（75 mmol/L NaCl），转基因型拟南芥株

系的主根长度显著高于野生型和转空载株系（图 8B，
8D）。基于以上结果，推测 MsGOLS2的过表达提高

了拟南芥的耐盐性。 

2.5.2    生理指标与抗氧化酶活性分析

丙二醛（MDA）和脯氨酸（Pro）是衡量植物耐受

逆境能力的重要指标。MDA作为脂质过氧化作用

的副产物，其含量可直接反映细胞膜受损的程度。

在 150 mmol/L NaCl处理下，WT、MOCK与转基因

拟南芥 MDA含量均上升，但转基因拟南芥的 MDA
含量显著低于 WT和 MOCK，这表明转基因拟南芥

的细胞膜脂损伤水平比 WT、MOCK更低（图 9A）。
脯氨酸是一种重要的渗透调节物质，能够有效增强

植物的抗逆性。在 150 mmol/L NaCl处理下，转基因

拟南芥的 Pro含量显著高于 WT、MOCK，表明转基

因拟南芥能够合成更多的渗透调节物质，进而提升

其耐盐能力（图 9B）。过氧化物酶（POD）和超氧化物

歧化酶（SOD）是植物抗氧化系统的重要酶类，二

者的酶活性反映了植物抗氧化系统的强弱。在

150 mmol/L NaCl处理下，各拟南芥株系的 POD和

SOD活性均有所提高，但转基因拟南芥的酶活性显

著高于 WT、MOCK，这表明转基因拟南芥具有更强

的抗氧化能力（图 9C，9D）。综合来看，无论是在细

胞损伤程度、渗透调节物质积累，还是抗氧化酶活性

方面，转基因拟南芥都表现出优于野生型的适应性

和抗逆性，这充分表明 MsGOLS2在提高植株耐盐性

方面发挥了重要作用。 

2.5.3    胁迫前后 MsGOLS2 和抗氧化酶相关基因表

达量分析

150 mmol/L NaCl处理后，各转基因拟南芥株

系的 MsGOLS2的表达量均比正常条件下显著上升，

而野生拟南芥和转空载体拟南芥中没有检测到
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图 2    MsGOLS2蛋白生物信息学分析

Fig. 2    Bioinformatics analysis of MsGOLS2 protein
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MsGOLS2的表达（图 10A）。经 NaCl处理后，无论

是 WT、MOCK还是转基因拟南芥，其 POD 和 SOD
基因的表达量均显著上升，但转基因拟南芥中的

POD、SOD 基因表达量远远高于 WT和 MOCK，这
与酶活性的变化趋势是一致的（图 10B，10C）。基于

以上结果，推测转基因拟南芥可能通过调控抗氧化

酶基因的表达来显著增强对盐胁迫的响应能力。
 

3   讨　　论

紫花苜蓿有极高的营养价值和经济价值，是重

要的牧草资源。但是近年来随着气候与环境的不断

变化，土地盐碱化加剧，紫花苜蓿种植产业的发展和

经济效益正面临严峻挑战。棉子糖系列寡糖在植物

生长发育和逆境生理过程中发挥着重要作用，作为
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红色框代表的是 GOLS蛋白特有的 YFNAGM、FAEQDFLN、YNL蛋白基序。

图 3    MsGOLS2氨基酸多序列比对

Fig. 3    Multiple sequence alignment of MsGOLS2 amino acid
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棉子糖合成通路第一步的关键酶，GOLS对 RFOs的
生物合成至关重要，更是植物逆境响应研究的一个

重要切入点。因此，对紫花苜蓿 MsGOLS 功能的探

究具有重要的科学意义与实践价值。

与其他已有的 GOLS蛋白序列比对后发现，紫

花苜蓿 MsGOLS蛋白序列在进化上十分保守，表现

出糖基转移酶 GT8家族的特征[21]，不仅包含 GT8家
族经典的 DxD和 HxxGxxKWP保守基序，还包括

YFNAGM、FAEQDFLN、YNL等 GOLS蛋白特有的

保守基序。进化树分析结果显示，该序列与大豆

GmGOLS2亲缘关系较近，表明 MsGOLS蛋白可能

也具备大豆 GmGOLS2逆境胁迫响应的功能[22]。对

MsGOLS2蛋白的亚细胞定位显示，其在细胞质和细

胞核中都有分布，这与从青 [23]对巨桉（Eucalyptus
grandis）GOLS3的亚细胞定位结果相似 ，推测

MsGOLS2蛋白不仅在 RFOs生物合成过程发挥重

要作用，可能还在逆境条件下参与细胞核内的渗透

调节、信号传递等过程。本研究发现正常条件下

MsGOLS2在紫花苜蓿不同器官中的表达水平存在

一定差异，其中根部的表达量最高，叶其次，茎中最

低。而在盐胁迫下根、茎、叶中的 MsGOLS2都能够

不同程度的上调，其中盐胁迫 8 h后的根内 MsGOLS2
上调最为显著，推测 MsGOLS2主要在根部发挥盐胁

迫响应功能，而在葡萄（Vitis vinifera）[24]中，VvGOLS2
和 VvGOLS4主要作用于叶片，推测不同物种在响应

盐胁迫时出现了功能的分化。
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图 4    MsGOLS2 蛋白系统进化树分析

Fig. 4    Phylogenetic analysis of MsGOLS2 protein system
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图 5    MsGOLS2亚细胞定位

Fig. 5    Subcellular localization of MsGOLS2
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Fig. 6    Expression level analysis of MsGOLS2
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前人研究[25]发现，拟南芥受到盐胁迫后，会出现

主根变短、侧根减少的表型。本研究通过稳定过表

达 MsGOLS2获得转基因拟南芥株系，表型检测发

现，盐处理下的转基因幼苗的主根长度显著长于野

生型和转空载体拟南芥，说明过表达 MsGOLS2基因

能够提升植株根部的耐盐性，这与该基因在盐胁迫

后根部表达量显著上调是一致的。为进一步在生理

层面上探究 MsGOLS2对植物耐盐性的影响，本研究

选取了丙二醛（MDA）、脯氨酸（Pro）、过氧化物酶

（POD）和超氧化物歧化酶（SOD）指标，从膜脂损伤

程度、渗透调节物质含量和抗氧化酶系统活性 3个
方面进行分析。现有研究表明，MDA[26]是膜脂过氧

化的产物，代表了细胞膜的损伤程度，其含量与植物

的耐盐能力成反比；Pro[27]是植物体内重要的渗透调

节物质，POD和 SOD[28]是植物抗氧化系统的重要

酶，对清除植物逆境胁迫下产生的活性氧、提高植物

抗逆能力具有重要作用，植物的耐盐能力与以上指

标密切相关。在盐处理后，转基因拟南芥比 WT和

MOCK的 Pro含量、POD和 SOD活性更高，而MDA
含量更低。同时盐胁迫下转基因拟南芥中的 MsGOLS2
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图 7    转基因拟南芥中 MsGOLS2鉴定结果

Fig. 7    Identification results of MsGOLS2 in transgenic arabidopsis
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的表达量显著增加，且转基因拟南芥中的 POD、
SOD 基因的表达量显著高于野生型和转空载体拟南

芥，这与温馨等[29]和张小萌等[30]关于相关抗氧化酶

基因表达量变化的研究结果一致。表明转基因拟南

芥在盐胁迫下通过提升自身的渗透调节能力、抗氧

化酶系统活性和相关基因表达量，来降低盐胁迫造

成的膜脂损伤，进而增强植株耐盐性。 

4   结　　论

本研究通过克隆获得紫花苜蓿 MsGOLS2基因

序列，并在拟南芥中过表达 MsGOLS2基因，探究

MsGOLS2的耐盐功能，研究结论得到以下结论。

（1）MsGOLS2基因编码区长 987  bp，共编码

328个氨基酸。MsGOLS2蛋白是一种以不规则卷曲

为主的亲水性膜内蛋白，在进化上高度保守，且亲缘

关系与大豆、蒺藜苜蓿 GOLS2较近，属于 GOLS2
蛋白家族。

（2）MsGOLS2在紫花苜蓿根内大量表达，并且

能显著响应盐胁迫。

（3）过表达 MsGOLS2通过提升转基因拟南芥的

渗透调节能力、抗氧化酶系统活性以及抗氧化酶相

关基因的表达，降低盐胁迫对拟南芥的膜脂损伤水

平，进而增强转基因拟南芥的耐盐性。

研究结果不仅为深入研究紫花苜蓿 MsGOLS2
响应盐胁迫的作用机制提供了重要依据，同时也为

紫花苜蓿耐盐种质资源的筛选培育、创新改良提供

了关键的候选基因资源，对提高盐渍化土地的利用

率，促进生态恢复，实现可持续发展具有重要意义。
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Fig. 9    Analysis of physiological parameters and antioxidant enzyme activities in different arabidopsis strains
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未来可通过分子互作等实验发掘上游转录因子，进

一步明确 MsGOLS2具体的耐盐分子调控机制。
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